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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING RECOMBINANT ADENOVIRUS 
(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCnON D* ADENOVIRUS RECOMBINANTS 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for producing recombinant adenoviras by which viral DNA is introduced in a packaging cell culture 
and the vinises produced arc harvested after liberation in the si^matanL The invention also concwms the viruses produced and their use. 

(57)Abr^g^ 

L'invention conceme un proc6de pour la production d*ad6novinjs recombinants scion lequcl TADN viral est introduil dans une cuhure 
de cellules d'encapsidation ct les virus produits sont r6colt^ aprts liberation dam le sumagcant Ellc conceme ^galcmcnt les vims produits 
ct leur utilisation. 
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PROCEDE DE PRODUCTION D' ADENOVIRUS RECOMBINANTS 

La presente invention conceme un nouveau procede pour la production 
^adenovirus recombinants. Elie conceme egalement les preparations virales purifiees 
produites salon ce procede. 

5 Les adenovirus presentent certaines proprietes particulierement avantageuses 

pour une utilisation comme vecteur de transf ert de genes en therapie genique. 
Notamment, ils ont un spectre d'hote assez large, sont capables d'infecter des cellules 
quiescentes, ne s'integrent pas au genome de la cellule infectee, et n*ont pas ete 
associes a ce jour a des pathologies importantes chez rhomme. Les adenovirus ont 
10 ainsi ete utilises pour transf erer des genes d'interet dans le muscle (Ragot et al.. Nature 
361 (1993) 647), le foie aaffe et al.. Nature genetics 1 (1992) 372), le systeme 
nerveux (Akli et ah. Nature genetics 3 (1993) 224), etc. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brtn lineaire d'une taille de 36 
(kilobases) kb environ, Leur genome comprend notamment une sequence inversee 

15 repetee (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes 
precoces et des genes tardifs, Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El. E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El 
notamment sont necessaires a la propagation virale. Les principaux g6nes tardifs sont 
contenus dans les regions LI a L5. Le genome de I'adenovinis Ad5 a ete entierement 

20 sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment Genebank M73260). 
De meme des parties, voire la totalite d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, Adl2, 
etc) ont egalement ete sequencees. 

Pour leur utilisation en therapie g6nique» differents vecteurs derives des 
adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes therapeutiques. Dans 
25 chacune de ces constructions, Tadenovinis a ete modifie de maniere a le rendre 
incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les constructions decrites dans 
I*art anterieur sont des adenovirus deletes de la region El, essentielle a la replication 
virale, au niveau de laquelle sont inserees les sequences d*ADN heterologue (Levrero 
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et al.. Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury et al.. Gene 50 (1986) 161). Par 
ailleure, pour ameliorer les proprietes du vecteur, il a ete propose de creer rfautres 
deletions ou modifications dans le genonie de radenovirus. Ainsi, une mutation 
ponctuelle thOTnosensible a ete introduite dans le mutant tsl25, permettant tfinactiver 
5 la proteine de 72kDa de Uaison a TADN (DBP) (Van der Vliet et aL, 1975). D*autres 
vecteurs compnennent une deletion d'une autre region essentielle a la replication et/ou 
a la propagation virale, la region E4. La region E4 est en effet impliquee dans la 
regulatic»i de rexpression des genes tardifs, dans la stabitite des ARN nucleaires 
tardifs, dans Textinction de Texpression des proteines de la cellule hote et dans 

10 I'efficacite de la replication de TADN viraL Des vecteurs adenoviraux dans lesquels les 
regions El et E4 sont deletees possedent done un bruit de fond de transcription et une 
expression de genes viraux tres reduits. De tels vecteurs ont ete decrits pas exemple 
dans les demandes W094/28152, WO95/02697, PCrr/FR96/00088). En outre, des 
vecteurs portant une modification au niveau du gene IVa2 ont egalement ete decrits 

15 (WO96/10088). 

Les adenovirus recombinants decrits dans la litterature sont produits a partir de 
differents serotypes d'adenovirus, II existe en effet differents serotypes rfadenovirus, 
dont la structure et les proprietes varient quelque peu. mais qui presentent une 
organisation genetique comparable. Pius particulierement, les adenovirus recombinants 

20 peuvent etre d'origine humaine ou animate. Concemant les adenovirus d'origine 
humaine, on peut citer preferentiellement ceux classes dans le groupe C, en particulier 
les adenovirus de type 2 (Ad2), 5 (Ad5), 7 (Ad7) ou 12 (Adl2). Parmi les differents 
adenovirus d'origine animale. on peut citer preferentiellement les adenovirus d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 

25 A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. D*autres adenovirus rforigine animate sont 
cites notamment dans la demande W094/26914 inccwporee a la presente par reference. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre de Tinvention, Fadenovirus 
recombinant est un adenovirus humain du groupe C. De maniere plus preferentielle, fl 
s*agit d'un adenovirus Ad2 ou Ad5* 
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Les adenovirus reccnnbinants sont prcxluits dans une lignee tfencapsidation, 
c'est-a-dire une lignee de cellules capables de complementer en trans une ou plusieurs 
des fonctions deficientes dans le genome adenoviral recombinant. L*tme de ces lignees 
est par exemple la lignee 293 dans laquelle une partie du genome de Tadenovirus a ete 
5 integree. Plus frecisement, la lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires 
htimaines de rein contenant rextrwiite gauche (environ 11-12 %) du genome de 
I'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant I'lTR gauche, la region d'encapsidation, la 
rfegion El, incluant Ela et Elb, la region codant pour la proteine pIX et luie partie de 
la region codant pour la proteine pIVa2, Cette lign6e est capable^ de trans- 

10 complementer des adenovirus recombinants defectifs poiu- la region El , c'est-a-dire 
depourvus de tout ou partie de la region El , et de pxxluire des stocks viraux ayant des 
titres eleves. Cette lignee est egalement capable de prodtiire, a temperature pmnissive 
(32^C), des stocks de virus comportant en outre la mutation E2 thermosensible. 
D'autres lignees cellulaires capables de complementer la region El ont ete d&crites, 

15 basees notamment sur des celliJes de carcinome de poumon humain A549 
(W094/28152) ou sur des retinoblastes humains (Hum. Gen. Ther. (1996) 215). Par 
ailleurs, des lignees capables de trans-complementer plusieurs fonctions de Tadenovirus 
ont egalement ete decrites. En particulier, on peut citer des lignees complementant les 
regions El et E4 (Yeh et al., J. Virol. 70 (1996) 559 ; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 

20 ; Krougliak et aK. Hum, Gen. Ther. 6 (1995) 1575) et des lignees complementant les 
regions El et E2 {W094/28152, WO95/02697, WO95/27071). 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction de 
FADN viral dans la lignee d'encapsidalion, suivie une tyse des cellules apres environ 2 
ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral etant de 24 a 36 heures), Apres la lyse des 
25 cellules, les particules virales recombinantes sont isolees par centrifugation en gradient 
de chiorure de cesium. 

Pour la mise en oeuvre du procede, TADN viral introduit peut etre le genome 
viral recombinant complet, eventuellement construit dans une bacterie (WO96/25506) 
ou dans une levure (WO95/03400), transfecte dans les cellules. II peut egalement 
30 s*agir d*un virus recombinant utilise pour infecter la lignee tfencapsidation, UADN 
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viral peut aiissi etre introduit sous forme de fragments portant chacun une partie du 
genome viral recombiiiant et une zone d'homologie permettant, apres introduction 
dans la cellule d'encapsidation, de reconstituer le genome viral recombinant par 
recombinaison hmiologue entre les differents fragments. Un precede classique de 

5 production d'adenovirus comprend ainsi les etapes suivantes : Les cellules (par 
exemple les cellules 293) sont infectees en boite de culture avec un prestock viral a 
raison de 3 a 5 particules virales par cellule (Multiplicity of Infection (MOD = 3 § 5), 
ou transfectfes avec TADN viral. L'incubation dure ensuite de 40 a 72 heures. Le virus 
est alors libere du noyau par lyse des cellules, generalement par plusieurs cycles de 

10 decongelation successifs. Le lysat cellulaire obtenu est ensuite centrifuge a basse 
Vitesse (2000 a 4000 rpm) et le sumageant Oysat cellulaire clarifie) est ensuite purifie 
par centrifugation en presence de chlorure de cesium en deux etapes : 

- Une premiere centrifugation rapide de 1,5 heiu*e sur deux couches de chlorure 
de c6sium de densites 1.25 et 1.40 encadrant la densite du virus (1.34) de fagon a 

15 separer le virus des proteines du milieu; 

- Une deuxieme centrifugation en gradient plus longue (de 10 a 40 heures selon 
le rotor utilise), qui constitue la veritable et unique etape de purification du virus, 

Generalement, apres la seconde etape de centrifugation, la bande du vims est 
majorilaire. On observe neanmoins deux bandes moins denses, fines, dont Tobservation 
20 en microscopie electronique a montre qu*il s'agissait de particules virales vides ou 
cassees pour la bande la plus dense, et de sous unites virales (pentons» hexons) pour la 
bande la moins dense. Apres cetie etape, le virus est recolte par ponction a raigiulle 
dans le tube de centrifugation et le cesium est elimine par dialyse ou dessalage. 

Bian que les niveaux de purete obtenus soient satisfaisants, ce type de procede 
25 presente cependant certains inconvenients. En particulier, il est base sur Tamploi de 
chlorure de cesium, qui est un reactif incompatible avec une utilisation therapeutique 
chez lliomme: De ce fait, il est imperatif d'eliminer le chlorure de cesium a Tissue de la 
purification. Ce procfede presente en outre certains autres inconvenients menticwines 
plus loin» limitant son utilisation a une echelle industriella 
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Pour remedier a ces jMt)blemes, il a ete propose de purifier le virus obtenu 
apres la lyse, non pas par gradient de chlorure de cesium^ mais par chromatographie. 
Ainsi, Tarticle de Huyghe et al. (Hum. Gen. Then 6 (1996) 1403) decrit une etude de 
differents types de chromatographies appliquee a la purification d'adenovirus 
5 recombinants. Cet article decrit notamment luie etude de purification d'adenovirus 
recombinants utilisant une chromatographie tfechange d'anions faible (DEAE). I)es 
travatix anterietirs decrivaient dfeji I'utilisation de ce type de chromatographie dans ce 
but (Klemperer et al. Virology 9 (1959) 536 ; PhiUpson L., Virology 10 (1960) 459 ; 
Haruna et al.. Virology 13 (1961) 264)/ Les resultats presentes dans I'article de 

10 Huyghe et aL montrent une efficacite assez mediocre du protocole de chromatographie 
par echange d'ions preconise. Ainsi, la resolution obtenue est moyenne^ les auteurs 
indiquant que des particules de virus sont presentes dans plusieurs pics 
chromatographiques ; le rendement est faible (rendement en particules virales : 67 %; 
rendement en particules infectieuses : 49 %); et la preparation virale obtenue a la suite 

15 de cette etape chromatographique est impure. En outre, un pretraitement du virus par 
differentes enzymes/proteines est necessaire. Ce meme article decrit par ailleurs une 
etude de I'utiHsation de la chromatographie de permeation de gel, demontrant xme tres 
mauvaise resolution et ctes rendements tres faibles (15-20 %). 

La presente invention decrit un nouveau procede de production d'adenovirus 
20 recombinants. Le procede selon I'invention resulte de modifications des procedes 
anterieurs au niveau de la phase de production et/ou au niveau de la phase de 
purification. Le procede selon Tinvention permet maintenant d'obtenir de maniere tres 
rapide et industrialisable, des stocks de virus en quantite et de qualite tres elevees. 

L*un des premiers aspects de I'invention conceme plus particulierement un 
25 procede de preparation ^adenovirus recombinants dans lequel les virus sont recoltes a 
partir du sumageant de culture. Un autre aspect de Tinvention conceme un procede de 
preparation d'adenovirus comiM-enant une etape ^ultrafiltration, Selon tm autre aspect, 
I'invention conceme egalement un procede de purification d'adenovirus recombinants 
comprenant une etape de chromatographie d'echange d'anions. La presente invention 
30 decrit egalement im procede ameliore de purification utilisant une chromatographie de 
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permeatiM de gel, eventuellement couplee a une chromatographie d'echange d'anions. 
Le precede salon Tinveiition permet d'obtenir des virus de qualite elevee. en terme de 
purete, de stabilite. de nKMT)hoIogie, et d'infeclivite, avec des rendements tres eleves et 
dans des conditions production entierement compatibles avec les exigences 
5 induslrielles et avec la reglementation concemant la production de tnolecules 
therapeutiques. 

En particuli^, en terme ^industrialisation, le procede de Tinvention utilise des 
methodes de traitement de sumageants de cultures eprouirees a large echelle pour des 
proteines recombinantes, telles que la microfiltration ou filtration profondeur, et 

10 Tultrafiltration tangentielle. Par ailleurs. du fait de la stabilite du virus a 37X, ce 
procede permet une meilleure organisation au stade industriel dans la mesure ou» 
contrairement a la methode intracellulaire. le temps de recolte n'a pas besoin d'etre 
precis a la demi-joumee pres. De plus, il garantit une recolte maximum du virus, ce qui 
est particulierement important dans le cas des virus defectifs dans plusieurs regions. 

15 D'autre part» le procede de l' invention permet un suivi plus facile et plus precis de la 
cinetique de production, direciement sur des echantillons homogenes de sumageant, 
sans pretraitement, ce qui permet une meilleure reproductibilite des productions. Le 
procede selon Finvention permet aussi de s*affranchir de Tetape de lyse des cellules. La 
lyse des cellules presente plusieurs inccmvenients. Ainsi, il peut fetre difficile d*envisager 

20 de casser des cellules par des cycles de congelation -decongelation au niveau 
industriel. Par ailleurs, les methodes alternatives de lyse (Dounce, X-press, sonication, 
cisaillement mecanique, etc) presentent des inconvenients : elles sont potenttellement 
generatrices d'aetosols difficiles a confiner pour des virus L2 ou L3 (niveau de 
confinement des virus, dependant de leur pathogenicite ou de leur mode de 

25 dissemination) ♦ ces virus ayant par ailleurs tendance a etre infectieux par vde 
aerienne; elles engendrent des forces de cisaillement et/ou une liberation de chaleur 
difficiles a controler, et diminuant Tactivite des preparation. La solution d'utiliser des 
detergents pour lyser les cellules demanderait a etre validee et necessiterait en outre 
une validation de Telimination du detergent. Ejifin, la lyse celiulaire conduit i la 

30 presence dans le milieu de nombreux debris cellulaires, qui rendent plus delicate la 
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purification. En temie de qualite de virus, le procede de Tinvention permet 
potttitiellennent une meilleure maturation du virus conduisant a une population plus 
homogene. En particulier, dans la mesure ou I'empaquetage de TADN viral est la 
demiere eiape du cycle viral, la lyse prematuree des cellules libera potentiellement des 
5 particules vides qui, hien que non replicatives, sont a priori infectieuses et a meme de 
participer a Teffet toxique propre du virus et d*augmenter le ratio d*activite specifique 
des preparations obtenues, Le ratio d'infectivite specifique d'une preparation est defini 
comme le rapport du nombre total de particules virales, mesure par des methodes 
biochimiques (DO260nm, CLHP, PCR, methodes imuno-enzymatiques. etc) sur le 
ID nombre de particules virales generant un effet biologique (formation de plages de lyse 
sur cellules en culture en milieu solide, transduction de cellules). En pratique, pour une 
jM^eparation purifiee, ce ratio est determine en faisant le rapport de la concentration des 
particules mesuree par DO a 260nm sur la concentration d'unites formant plage de la 
preparation. Ce ratio doit etre inferieur a 100. 

15 Les resuUats obtenus nK)ntrent que le procede de rinvention permet d'obtenir 

un virus d'une purete au moins egale a son homologue purifie par centrifugation en 
gradient de chlorure de cesium, en tme seule etape et sans traitement prealable. en 
partant d*un sumageant viral concentre. 

Un premier objet de Tinvention conceme done un procede de , production 
20 d'adenovinis recombinants caracterise en ce que TADN viral est introduit dans une 
culture de cellules d'encapsidation et les virus produits sont recoltes apres liberation 
dans le sumageant de la culture. Contrairement aux procedes anterieurs dans lesquels 
les virus sont recoltes suite a une lyse cellulaire prematuree effectuee de fagon 
mecanique ou chimique. dans le procede de I'invention, les cellules ne sont pas lysees 
25 par Tintervention d*im facteur exterieur. La culture est poursuivie pendant une duree 
plus longue» et les virus sont recoltes directement dans le sumageant, apres liberation 
spontannee par les cellules dencapsidation. Le vims selon Tinvention est ainsi recupere 
dans le sumageant cellulaire, alors que dans les procedes anterieurs, fl s*agit d'un virus 
intracellulaire, plus particulierement intranucleaire. 
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La demanderesse a maintenant montre que, malgre rallcMngement de la duree de 
la culture et malgre la mise en oeuvre de volumes plus grands, le procede selon 
rinvention permet de generer des particules virales en quantite elevee et de meilleure 
qualite. En outre, comme indique ci-avant, ce proc6de permet d'eviter les etapes de 
5 lyse qui sont lourdes au niveau industriel et generent de nombreuses impuretes. 

Le pincipe du procede repose done sur la recolte des virus liberes dans le 
sumageant Ce procede peut impliquer un temps de culture supeneur a celui des 
techniques anterieures basees sur la lyse des cellules. Comme indique ci-avant, le 
temps de recolte n'a pas a etre precis a la demi-joumee pres. II est essentiellement 
1 0 detarmtne par la cinetique de liberation des virus dans le sumageant de culture. 

La cinetique de liberation des virus peut etre suivie de differentes manieres. En 
particulier, il est possible d'utiliser des metfiodes d'analyses telles que la RP-HPLC. la 
lE-HPLC. la PCR semi-quantitative (exemple 4.3), la cdoration des cellules mortes au 
bleu trypan, la mesure de la liberation d'enzymes intracellulaires du type LDH, la 
15 mesure des particules dans le sumageant par des appareils de type Coulter ou par 
diffraction de la lumiere, des methodes immunologiques (ELISA, RIA, etc) ou 
nephelometriques, la titration par aggregation en presence d'anticorps, etc. 

D une maniere preferee, la recolte est realisee lorsque 50 % au moins des virus 
ont ete liberes dans le sumageant. Le temps ou 50 % des virus ont ete liberes peut etre 

20 aisement determine en realisant une cinetique selon les methodes decrites ci-dessus. 
Encore plus preferentiellement, la recolte est realisee lorsque 70 % au moins des virus 
ont ete liberes dans le sumageant. II est particulierement prefer6 d'effectuer la recolte 
lorsque 90 % au moins des virus ont ete liberes dans le sumageant, c*esl-a-dire lorsque 
la cinetique atteint un plateau. La cinetique de liberation du virus repose 

25 essentiellement sur le cycle de replication de Tadenovirus, et peut etre influenc6e par 
certains facteurs. particulier» elle peut varier selon le type de virus utilise, et 
notamment selon le type de deletion effectue dans le genome virai recombinant. En 
particuHer, la deletion de la region E3 semble retarder la liberation du virus. Ainsi, en 
presence de la region E3, le virus peut etre recolte des 24-48 heures post infection. En 
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revanche, en Tateence de la region E3» un temps de culture superieur semWe 
necessaire. A cet egard, la demand^esse a effectue des experience de cinetique de 
liberation d'un adenovirus deficient pour les regions El et E3 dans le sumageant des 
cellules, et montre que la liberation debute 4 a 5 jours environ post-infection, et dure 
5 jusqu'au jour 14 environ. La iiboation atteint generalement un plateau entre le jour 8 
et le jour 14, et le titre reste stable au moins 20 jours post-infection, 

Preferentiellement, dans le precede de Tinvention, les cellules sont cultivees 
pendant une p6riode comprise entre 2 et 14 jours. Par ailleurs. la liberation du virus 
pent etre induite par expression dans la cellule d'encapsidation d'une proteine, par 

10 exemple virale, impliquee dans la liberation du virus. Ainsi, dans le cas de Tadenovinis, 
la liberation peut etre modulee par expression de la proteine Death codec par la region 
E3 de radenovirus (proteine E3-11,6K), eventuellement exprimee sous controle d'un 
promoteur inductible. De ce fait, 21 est possible de reduire le temps de Hberatjon des 
virus et de recolter dans le sumageant de culture, plus de 50% des vims 24-48 hemes 

15 post-infection. 

Poiu" recuperer les particules virales, le sumageant de culture est 
avantageusement pnealablement filtre. L'adenovirus ayant une taille de Cljim environ 
(120nm), la filtration est realisee au moyen de membranes ayant une porosite 
suffisamment importante pour laisser passer le virus, mais suffisammait fine pour 

20 retenir les contaminants. De preference, la filtration est realisee au moyen de 
membranes ayant une porosite superieure a 0,2\xm, Selon un mode de mise en oeuvre 
particulierement avantageux. la filtration est realisee par filtrations successives sur des 
membranes de porosite decroissante. Des resultats particulierement bons ont ete 
obtenus en realisant la filtration sur des filtres profondeur de porosite decroissante 

25 lO^m, l fi\m\ puis 0,8-0,2^im. Selon une autre variante preferee, la filtration est 
realisee par microfiltration tangentielle sur membranes planes ou fibres creuses. On 
peut utiliser plus particulierement des membranes planes Millipore ou des fibres 
creuses ayant une porosite comjTise entre 0,2 et 0,6(im. Les resultats presentes dans 
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les exemples montrent que cette etape de filtration a un rendement de 100 % (aucune 
perte de virus n'a ete observee par retention sur le filtre ayant la plus faible porosite). 

Selon un autre aspect de Tinvention, la denaanderesse a maintenant mis au point 
un procSde penmettant de recolter et purifier le virus a partir du sumageant. A cet 
5 effet, le sumageant ainsi filtre (ou clarifi§) est soumis a une ultrafiltration. Cette 
ultrafiltration parmet (i) de coneentrer le sumageant, les volumes impliques etant 
important, (li) d*effectuer une preniiere purification du virus et (iii) d'ajusta- le tampon 
de la preparation aux etapes ulterieures de preparation. Selon un mode de realisation 
prefere, le sumageant est soumis a une ultrafiltration tangentietle. L'uhrafiltration 

10 tangentielle consiste a coneentrer et fractionner une solution entre deux 
compartiments, retentat et filtrat, separes par des membranes de seuils de coupure 
determines, en realisant un flux dans le compartiment retentat du dispositif et en 
appliquant une pression transmenh-anaire entre ce compartiment et le compartiment 
filtrat. Le flux est generalement realise au moyen d*une pompe dans le compartiment 

13 retentat du dispositif et la pression transmenbranaire est controlee au moyen d*une 
vanne sur la veine liquide du circuit retentat ou d*une pompe a debit variable sur la 
veine liquide du circuit filtrat. La vitesse du flux et la pression transmembranaire sont 
choisis de faoon a generer peu de forces de cisailtement (nombre de reynolds inferieur 
a 5000 sec \ preferentiellement inferieur a 3000 sec \ pression inferieure a 1.0 bar) 

20 tout en evitant le colmatage des membranes. Differents systemes peuvent etre utilises 
pour realiser I'ultrafiltration, comme par exemple des membranes spirales (Millipore/ 
Amicon), nrtembranes planes ou fibres creuses (Amicon» MillipCMB. Sartorius, PalU GF, 
Sepracor). L'adenovirus ayant ime masse de 1000 kDa environ, on utilise 
avantageusement dans le cadre de I'invention des membranes ayant un seuil de coupure 

25 inferieur a 1000 kDa, de preference compris entre 100 kDa et 1000 kDa. L'utilisation 
de memlwanes ayant un seuil de coupure de 1000 kDa ou supaieur entraine en effet 
une perte impcMftante de virus a cette etape. Preferentiellement. on utilise des 
membranes ayant un seuil de coupure compris entre 200 et 600 kDa, encore plus 
preferentiellement, entre 300 et 500 kDa. Les experiences presentees dans les 

30 exemples mcmtrent que Temploi d'une membrane ayant un seuil de coupure a 300 kDa 
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pennet la retention de plus de 90% des particules virales tout en eliminant des 
contaminants du milieu (ADN, proteines du milieu, proteines cellulaires, etc.). 
L*utilisation d'un seuil de coupure de 500 kDa offre les memes avantages. 

Les resultats presentes dans les exemples monttent que cette etape permet de 
5 concentrer des volumes de sumageant importants, sans perte de virus (rendement de 
90%), et qu*elle genere im virus de meilleure qualite. Eji particulier, des facteurs de 
concentration de 20 a 100 fois peuvent etre obtenus aisement. 

V Cette etape rfultrafiltration constitue ainsi une purification supplementaire par 
rapport au schema classique dans la mesure ou les contaminants de masse inferieure au 

10 seuil de coupure (300 ou 500 kDa) sont elimines au moins en partie. L*amelioration de 
la qualite de la preparation virale est nette lorsque Ton compare I'aspect de la 
separation apres la premiere etape d'ultracentrifugation selon les deux procedes. Dans 
le procede classique impliquant une lyse* le tube de la preparation virale presente im 
aspect trouble a vec un coagulum (lipides, proteines) venant parfois toucher la bande 

15 de virus, alors que dans le procede de finvention, la preparation apres liberation et 
ultrafiltration presente une bande deja bien resolue des contaminants du milieu qui 
persistent dans la phase superieure. L^amelicration de la quality est aussi demontrfee 
lc«*sque Ton compare les jwofils sur chromatographie d'echange d*ton d*un virus 
obtenu par lyse cellulaire par rapport au virus obtenu par ultrafiltration comme decrit 

20 dans la presente invention. Par ailleurs, il est possible d'ameliorer encc^e la qualite ai 
poursuivant Tultrafiltration par une diafiltration du concentrat. Cette diafiltration est 
realisee sur le meme principe que Tultrafiltration tangentielle, et permet d*elimin^ plus 
completement les contaminants de taille superieure au seuil de coupure de la 
membrane, tout en realisant requilibration du concentrat dans le tampon de 

25 purification. 

Par ailleurs, la demanderesse a egalement montre que cette ultrafiltration 
permettait ensuite de purifier le virus directement par chromatpgraphie sur colonne 
echangeuse d'ions ou par chromatographie de permeation de gel, permettant rfobtenir 
une excellente resolution du pic de particules virales sans avoir besoin de traitement de 
30 la preparation pnealable a la chromatographie. Ceci est particulierement inattendu et 
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avaiitageux. En effet. comme indique dans Tarticle de Hyughe et al. precite, la 
purification par chromatographie de preparations virales define des resultats mediocres 
et necessite de plus un pretraitement de la suspension virale par de la Benzonase et des 
cyclodextrines. 

5 Plus particulierement le procede selon rinvention est done caracterise en ce 

que les virus sont recoltes par ultrafiltration. 

Comme indique ci-avant» le concentrat resultant est utilisable directement pour 
une purification du virus. Cette purification peut etre realisee par 1^ techniques 
classiques anterieures, telles que la centrifugation en gradient de chlorure de cesium ou 

10 autre milieu d'ultracentrifugation permettant de separer les particules selon leur taille, 
densite ou coefficient de sedimentation: Les resultats presentes dans Texemj^e 4 
montrent en effet que le vims ainsi obtenu presente des caracteristiques remarquables. 
En particulier. selon Tinvention, il est possible de remplacer le chlorure de cesium par 
une solution de iodixanoI.5.5'-[(2-hydroxy-l-3propanediyl)-bis(acetylamino)] 

15 bis[N,N'-bis(23dihydroxypix)pyl-2p4,6-tri6do-l,3-benzenecarto^ laquelle 
le virus sedimente a Tequilite^e a une densite relative comprise entre 1,16 et 1.24. 
L*utilisation de cette solution est avantageuse car, contrairement au chlorure de 
cesium, elle n'est pas toxique. Par ailleurs. la demanderesse a egalement montre que, 
de maniere avantageuse, le concentrat obtenu permettait aussi de purifi^ le virus 

20 directement par un mecanisme d'echangeuse d'ions ou par permeation de gel. et 
d'obtenir une excellente resolution du pic chromatographique de particules virales, 
sans avoir besoin de pretraitement 

Selon un mode de realisation prefere. les virus sont done recoltes et purifies par 
chromatographie d'echange d'anions. 

25 Pour la chromatographie d'echange d'anions, differents types de supports 

peuvent etre employes, tels que la cellulose, Tagarose (gels Sepharose), le dextran 
(gels SeiAadex), facrylamide (gels Sephacryl, gels Trisacryl), la silice (gels TSK-gel 
SW), le poly[styrene-divinylbenzene] (gels Source ou gels Poros), le copolymere 
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ethylene glycol-methacrylate (gels Toyopearl HW et TSK-gel PW), ou des melanges 
(agarose-dextran: gel Superdex). Par ailleurs, pour ameliorer la resolution 
chromatographique, il est preferable dans le cadre de Tinvention d'utiliser de supports 
sous forme de billes, ayant les caracteristiques suivantes : 
5 - le plus spherique possible. 

-de diametre calibre (billes toutes identiques ou le plus homogenes possible), 
sans imperfections ni cassures» 

- de diametre le plus petit possible: des billes de 10 \im ont ete decrites 
(MonoBeads de Pharmacia ou TSK-gel de TosoHaas. par exemple). Cette valeur 

10 semble constituer la limite inferieure pour le diametre de billes dont la porosite doit par 
ailleurs etre tres elevee pour permettre la penetration des objets a chromatographier a 
rinterieur des billes (voir ci-dessous). 

- tout en restant rigides pour resister a la pression. 

Par ailleurs, pour chronfiatographier les adenovirus qui constituent des objets 
15 de taille tres importante (diamdtre > 100 nm)/il est important de mettre en oeuvre des 
gels ayant une limite superieure de porosite felevee, voire la plus elevee possible, pour 
permettre Tacces des particules virales aux groupements fonctionnels avec lesquels 
elles sont appelees a interagir. 

Avantageusement, le support est choisi parmi ragarose. le dextran, 
20 Facrylamide, la silice, le polylstyrene-divinylbenzene], le copolymere ethylene glycol- 
methacrylate, seuls ou en melange. 

Pour la chromatographic d'echange rfanions, le support utilise doit etre 
fonctionalise, par greffage d'un groupement susceptible rfinteragir avec une molecule 
antonique. Le plus generalement, le groupement est constitue d*une amine qui peut etre 
25 temaire ou quatmiaire. En utilisant une amine temaire» telle que le DEAE par 
exemple. on obtient im echangeur rfanions faible. En utilisant une amine quatemaire, 
on obtient un echangeur d'anions fort. 

Dans la cadre de la presente invention, il est particulierement avantageux 
rfutiliser un echangeur d'anions fort Ainsi» on utilise preferentiellement selon 
30 rinvaition un support de chromatographie tel qu*indique ci-dessus. fonctionnalis6 par 
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des amines quatemaires, Parmi les supports fcMictionnalises par des amines 
quatemaires, on peut citer comme examples les resines Source Q, Mono Q, Q 
Sepharose, Poros HQ et Poros QE, les resines de type Fractogel TMAE, et les resines 
Toyopearl Super Q. 

Des exemples preferes de resines utilisables dans le cadre de Tinvention sont le 
Source, notamment Source Q, tel que 15 Q (Pharmacia), les MonoBeads, tel que Q 
(Pharmacia), les resines de type Poros HQ et Poros QE. Le support MonoBeads 
(diametre des bDles 10 ± 0^5 ym) est disponible commercialement depuis plus de 10 
ans et les resines de type Source (15 [xm) ou Poros (10 |Lim ou 20 ^rh) depuis 5 ans 
environ. Ces deux demiers supports presentent Tavantage d'avoir une distribution des 
pores internes tres large (ils vont de 20 nni a 1 ^m), permettant ainsi le passage de tres 
gros objets a travers les billes. De plus fls offrent tres peu de resistance a la circulation 
de liquide a travers le gel (done tres peu de pression) et sont tres rigides. Le transport 
des solutes vers les groupements fonctionnels avec lesquels ils vont entrer en 
interaction est done tres rapide. La demanderesse a montre que ces parametres sont 
particulierement importants dans le cas de raderiovirus, dont la diffusion est lente en 
raison de sa taille. ^ 

Les resultats presentes dans les exemples montrent que I'adenovirus peut etre 
purifie a partir du concentrat en une seule etape de chn^matographie tfechange 
rfanions, que le rendement de la purification est excellent (140% en terme de tdu, 
compare a la valeur de 49% rapportee par Huyghes et al.) et que la resolution est 
excellente. En outre, les resultats pr6sent6s montrent que I'adenovirus obtenu jxesente 
une infectivite elevee, et possede done les caracteristiques requises pour une utilisation 
therapeutique. Des resultats particulierement avantageux ont ete obtenus avec un 
echangeur d'anions fort, c'est-a-dire fonctionnalise par des amines quatemaires, et 
notamment avec la resine Source Q. La restne Source Q15 est particulierement 
preferee. 
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A cet egard, un autre objet de rinvention conceme un precede de purification 
d'adenovirus recombinants a partir d'un milieu biologique caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de purification par chromatographic rfechange d'anions fort. 

Selon cette variante, le milieu biologique peut etre un sumageant de cellules 
5 d'encapsidation productrices dudit virus, un lysat de cellules d*encapsidation 
productrices dudit virus, ou une solution prepiuifiee dudit vims. 

Preferentiellement, la chromatographie est eff^uee sur un support 
fonctionnalise avec une amine quatemaire. Toujpurs selon un mode prefere» le support 
est choisi parmi I'agarose, le dextran, I'acrylamide. la silice, le poIy[styrene- 
10 divinylbenzene], le copolymere ethylene glycol-methacrylate, seul ou en melange. 

Un mode de realisation particulierement avantageux est caracterise en ce que la 
chromatographie est effectuee sur ime resine Source Q, de preference Q15. 

Par ailleurs, le procede decrit ci-dessus est a vantageusement realise a partir 
rfun sumageant de cellules productrices, et comprend une etape prealable 
15 ^ultrafiltration. Cette etape est avantageusement realisee dans les ccHiditions definies 
ci-avant. et notamment, il s*agit d'line ultrafiltration tangentielle sur membrane ayant un 
seuil de coupure compris entre 300 et 500 IcDa. 

Selon un autre mode de realisation du procede de Tinvention, les virus sont 
recohes et purifies par chromatographie de permeation de gel 

20 La pormeation de gel peut etre realisee directement sur le sumageant^ sur le 

concentrate ou sur le virus issu de la chromatographie d*echange d'anions. Les supports 
mentionnfe pour la chromatographie rfechange d'anions peuvent etre utilises dans 
cette etape, mais sans fonctionnalisation, 

A cet egard, les supports preferes sont I'agarose (gels Sepharose), le dextran 
25 (gels Sephadex), I'acrylamide (gels Sephacryl, gels Trisacryl)* la silice (gels TSK-gel 
SW), le copolymere ethylene glycol-methacrylate (gels Toyopearl HW et TSK-gel 
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PW), ou des melanges (agarose-dextran: gel Superdex). Des supports particulierement 
preferes sont : 

- le Superdex 200HR (Pharmacia) 

- le Sephacryl S-500HR, S-IOOOHR ou S-2000 (Pharmacia) 
5 - le TSK G6000 PW (TosoHaas), 

Un precede prefere selon rinventic^ comprend done une ultrafiltration suivie 
d*une chromatographie d'echange d*anions. 

Un autre precede prefere comprend une ultrafiltration suivie d'une 
chromatographie d*echange d'anions, suivie d'une chromatographie de permeation de 
10 gel 

Une autre variante de Finventibn conceme un precede de purification 
d^adenovirus a partir d'un milieu biologique comprenant une premiere etape 
d*ultracentrtfugation, une deuxieme etape de dilution ou dialyse, et une troisieme etape 
de chrx)matographie d'echange d'anions. Preferentiellement, selon cette variante, la 

15 premiere etape est realisee par ultracentrifugation rapide sur gradient de chlorure de 
cesium. Le terme rapide signifie une ultracentrifugation allant de 0,5 a 4 heures 
environ. Au cours de la deuxieme etape, le virus est dilue ou dialyse contre du tampon, 
pour faciliter son injection sur le gel de chnDmatographie, et 1 'elimination du milieu 
d'ultracentrifugation. La troisieme etape est realisee en utilisant une chromatographie 

20 d'echange d'anions telle que decrite ci-avant, de preference d'anions forts* Dans une 
experience typique, a partir du virus recolte dans le sumageant (ou eventuellement 
intracellulaire), une lere ultracentrifugation rapide est effectuee avec chlorure de 
cesium (comme dans Fexemple 3), Ensuite. apres une simple dilution de rechantillon 
(par exemple par 10 volumes de tampon) ou apres une simple dialyse dans du tampon, 

25 rechantillon est chromatographie en echange d*ions (ccnrnme dans Texemple 5.L). 
L'avantage de cette variante du procede de Tinvention, provient du fait qu'elle met en 
oeuvre 2 nrKxles totalement differents de separation du virus (densite et charge de 
surface), pouvant amener eventuellement le virus a un niveau de qualite combinant les 
performances des 2 methodes. En outre. Tetape de chromatographie permet 
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simultanement d'eliminer le milieu utilise pour rultracentrifugation (chlorure de 
cesium par exemple, ou tout autre milieu equivalent cite plus haut). 

Un autre objet de Tinvention conceme rutilisation de iodixanol^,5*-[(2- 
hydroxy- 1 -3propanediy l)-bis(acetylamino) ]bis(N ,N '-bis(23dihydroxy propyI-2,4,6- 
5 triodo-l,3-benzenecarboxamide) pour la piuification d'adenovirus. 

Pour la mise en oeuvre du frocede de Tinvoition, differentes cellules 
d'encapsidation des adenovirus peuvent etre utilisees. En particulier, les cellules 
d'encapsidatton peuvent etre preparees a partir de differentes cellules 
pharmaceutiquement utilisables, c'est-a-dire cultivables dans des conditions 

10 industriellement acceptables et n*ayant pas de caractere pathogene reconnu. II peut 
s'agir de Hgnees cellulaires etablies ou de cultures primaires et notamment de 
retinoblastes humains» de cellules de carcinome de poumon humain» ou de cellules 
embryoimaires de rein. II s'agit avantageusement de cellules d'origine humaine, 
infectables par un adenovirus. A cet egard, on peut citer les cellules KB, Hela, 293, 

15 Vero, gmDBP6. HER, A549, HER, etc. 

Les cellules de la lignee KB sont issues d'un carcinome epidermique humain. 
Elles sont accessibles a TATCC (ref . GCL17) ainsi que les conditions permettant leur 
culture. La lignee de cellules humaines Hela est issue d*un carcinome de Tepithelium 
humain. Elle est egalement accessible a TATCC (ref , CCL2) ainsi que les conditions 

20 permettant sa culture. Les cellules de la lignee 293 sont des cellules de rein 
embryonnaire humain (Graham et aL, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette lignee 
contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome de 
I'adenovirus humain Ad5 (12 %). La lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., 
Virology 190 (1992) 624) est constituee de cellules Hela portant le gene E2 

25 ^adenovirus sous le controle du LTR de MMTV. 



II peut s*agir egalement de cellules tforigine canine (BHK, MDCK, etc), A cet 
egard, les cellules de la lignee canines MDCK sont preferees. Les conditions de culture 
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des cellules MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 

9, 

Differentes lignees de cellules d'encapsidaticwi ont ete decrites dans la litterature 
et sont mentionnees dans les exemples. II s'agit avantageusement de cellules trans- 
5 complementant la fonction El de radenovirus. Encore plus preferentiellement. il s'agit 
de cellules trans-complementant les fonctions El et E4 ou El et E2a de Tadenovinis. 
Ces cellules sont preferentiellenient denvees de cellules embryonnaires humaines de 
rein ou de la retine, ou de carcinpmes humains de poumon. 

L'invention foiunit ainsi tin precede de production d'adenovirus recombinants 
10 j^iculierement avantageux, Ce precede est adapte a la production de virus 
recombinants defectifs pour une ou plusieurs regions, et en particuHer, de virus 
defectifs pour la region El, ou pour les regions El et E4. Par ailleurs, il est applicable 
a la production d'adenovirus de serotypes differents, tels qu'indiques ci-avant 

Selon un mode particulierement avantageux, le precede de Tinvention est utilise 
15 pour la production d*adenovirus recombinants dans lesquels la region El est inactivee 
par deletion d*un fragment PvuII-Bglll allant du nucleotide 454 au nucleotide 3328. 
sur la sequence de Tadenovirus Ad5. Cette sequence est accessible dans la litterature et 
egalement sur base de jdonnees (voir notamment Genebank n^ M73260). Dans un autre 
mode de realisation prefere, la region El est inactivee par deletion d'lm fragment 
20 HinfII-Sau3 A allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446, Dans un mode particuHer, 
le precede permet la production de vecteurs comprenant une deletion de la totalite de 
la region E4. Ceci peut etre realise par excision d'un fragment Maell-MscI 
correspondant aux nucleotides 35835-32720. Dans un autre mode particuHer, seule 
une partie fonctionnelle de E4 est deletee. Cette partie comprend au moins les phases 
25 0RF3 et 0RF6. A titre d'exemple, ces phases codantes peuvent gtre deletees du 
genome sous forme de fragments PvuII-AluI et Bglll-PvuII respectivement, 
correspondant aux nucleotides 34801-34329 et 34115-33126 respectivement. Les 
deletions de la region E4 du virus Ad2 dl808 ou des virus Ad5 dll004. Ad5 dll007» 
Ad5 dllOll ou Ad5 dI1014 peuvent egalement etre utilisees dans le cadre de 
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l*invention, A cet egard, les cellules de I'invention sont particulierement avantageuses 
pour la production de virus comprenant une region El inactive et une deletion dans la 
region E4 du type de celle presente dans le genome de Ad5 dll014, c'est-a-dire de 
virus E4" conservant la phase de lecture ORF4, 

5 Comme indique ci-avant, la deletion dans la region El couvre avantageusement 

tout ou partie des regions El A et ElB. Cette deletion doit 6tre suffisante pour rendre 
le virus incapable de replication autonome dans une cellule. La partie de la region El 
deletee dans les adenovirus selon f invention couvre avantageusement les nucleotides 
454-3328 ou 382-3446. 

10 Les positions donnees ci-dessus font reference a la sequence de Tadenovirus 

Ad5 sauvage telle que publiee et accessible sur base de donnee. Bien que des 
variations mineures puissent exister entre les differents serotypes d'adenovirus, ces 
positiOTS sont generalement applicables a la construction rfadenovirus recombinants 
selon rinvention a partir de tout serotype^ et notamment des adenovirus Ad2 et Ad7. 

15 Par ailleurs, les adenovirus produits peuvent posseder d*autres alterations au 

niveau de leur genome. En particuHer^ d'autres regions peuvent etre deletees pour 
augrnenter la capacite du virus et reduire ses effets secondaires lies a fexpression de 
genes viraux. Ainsi. tout ou partie de la region E3 ou IVa2 notamment peut etre 
deletee. Concemant la region E3, U peut cependant etre particulierement avantageux 

20 de conserver la partie codant pour la proteine gpl9K. Cette proteine permet en effet 
d'eviter que le vecteur adenoviral fasse Tobjet dune reaction immunitaire qui (i) 
limiterait son action et (ii) pourrait avoir des effets secondaires indesirables. Selon un 
mode particulier, la region E3 est deletee et la sequence codant pour la proteine gpl9k 

est reintroduite sous controle d*un promoteur heterologue. 

! 

25 0?mme indique avant, les adenovirus constituent des vecteurs de transfert de 

genes tres efficaces pour des applications de therapie genique et cellulaire. Pour cela, 
une sequence d'acides nucleiques heterologue dont le transfert et/ou Texpression dans 
une cellule, un organe ou un organisme est recherche peut etre inseree dans leur 
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genome. Cette sequence peut coniporter un ou plusieurs genes therapeutiques, tels 
qu'un gene dont la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible 
generent des produits ayant un eff et therapeutique. Parmi les produits therapeutiques, 
on peut citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hcwmones, les 
5 lymphokines : interleukines, interferons, TNF. etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF. IGF, GMF, aPGF, bFGF, NT3, NTS, etc; 
les apolipoprot^iries : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (WO94/25073), la dystrophine ou 
une minidystrophine {WO93/06223), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb. 

10 RaplA, DCC, k-rev, etc (W094/24297), les genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : Factetirs VII, VIII, IX, etc, les genes suicides r thymidine kinase, 
cytosine desaminase. etc; ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline naturelle ou 
artificielle (Fab, ScFv, etc, W094/29446), etc. Le gene therapeutique peut egalement 
etre un gene ou une sequence antisens, dont rexpression dans la cellule cible permet de 

15 controler I'expression de genes ou la transcription rfARNm cellulaines. De telles 
sequences peuvent par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN 
complementaires d' ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon 
la technique decrite dans le brevet EF 140 308. Le gene therapeutique peut peut aussi 
etre un gene codant pour un peptide antigenique» capable de generer chez l*homme une 

20 reponse immunitaire, en vue de la realisation de vaccins. II peut s*agir notamment de 
peptides antigeniques specif iques du virus d*epstein barr, du virus HIV, du virus de 
Thepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Generalement. la sequence rfaddes nucleiques heterologue comprend 
25 egalement une region promotrice de la transcription foncttonnelle dans la cellule 
infectfee, ainsi qu*une region situee en 3' du gene d*interet, et qui specifie un signal de 
fin transcriptionnelle et un site de polyadenylation. L*ensemble de ces elements 
constitue la cassette d'expnession, Concemant la region promotrice, il peut s'agir d'lme 
region promotrice naturellement responsable de Texpression du gene considere lorsque 
30 celle-ci est susceptible de foncticmner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir 
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de regions tforigine differente (responsables de rexpression tfautres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de g^nes 
eucaryotes ou viraux ou de toute sequence promotrice ou derivee, stimulant ou 
rfepdmant la transcription tfun gene de fagon specifique ou non et de fa$on inductible 
5 ou non. A titre d'exemprfe, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de 
la cellule que Ton desire infecter, ou du genome d'un virus, et notamment. les 
promoteurs des genes ElA, MLP ^adenovirus, le promoteur CMV, LTR-RSV, etc. 
Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut citer egalement les promoteurs ubiquitaires 
(HPRT, vimentine, a-actine, tubuline, etc), les promoteurs des filaments intermediaires 

10 (desmine, neurofilaments, k§ratine, GFAP, etc) les promoteurs de genes 
therapeutiques (type MDR, CFTR. facteur VIII, etc) les promoteurs specif iques de 
tissus (pyruvate kinase, villine, promoteur de la proteine intestinale de liaison des 
acides gras, promoteur de Tactine a des cellules du mtiscle lisse. promoteurs 
specifiques pour le foie ; Apo AI, Apo All, Albumine humaine etc) ou encore les 

15 promoteurs repondant a un stimulus (recepteur des hormones steroTdes, recepteur de 
Tacide retinoique, etc,). En outre^ ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 
par addition de sequences deactivation, de regulation, ou permettant une expression 
tissu-specifique ou majoritaire. Par ailleurs, lorsque Tacide nucleique insere ne 
comporte pas de sequences ^expression, il peut etre insere dans le genome du virus 

20 def ectif en aval d une telle sequence. 

Par ailleurs, la sequence tfacides nucl6iques heterologue peut egalement 
comporter, en particuJier en amont du gene therapeutique, une sequence signal 
dirigeant le produit therapeutique synth6tise dans les voies de secretion de la cellule 
cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
25 therapeutique, mais il peut egaiemait s'agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d*une sequence signal artif idelle. 

La cassette d*expnession du gene therapeutique peut etre inseree en differents 
sites du genome de Tadenovinis recombinant, selon les techniques decrites dans Tart 
anterieur. Elle peut tout d*abord etre inseree au niveau de la deletion El, Elle peut 
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egalement etre inseree au niveau de la region E3. en addition ou en substitution de 
sequOTces. Elle peut egalement etre localtsee au niveau de la region E4 deletee. 

La presente invention conceme egalement les preparations virales purifiees 
obtenues selon le procede de l*invention, aina que toute composition pharmaceutique 
5 comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs prepares selon ce 
procede. Les compositicms pharmaceutiques de I'invention peuvent etre formulees en 
vue d*une administration par voie topique, csrale, parenterale. intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 

JO pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s*agir en 
particuiier de soluticms salines (phosphate monosodique. disodique, chlorure de 
sodium/potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches/notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 

15 solutes injectables. D'autres excipients peuvent etre utilises tels que par exemple un 
hydrogel. Get hydrogel peut etre prepare a partir de tout polymere (homo ou hetero) 
bio-compatible et ncMi cytotoxique. De tels polymeres ont par exemple ete decrits dans 
la demande WO93/08845, Certains d*entre eux, comme notamment ceux obtenus a 
partir tf oxyde rfethylene et/ou de propylene sont commerciaux. Les doses de virus 

20 utilisees pour Finjecticm peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
rK>tamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie concemee» 
du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee, D'une maniere 
generate, les adenovirus recombinants selon Tinventiwi sont formules et administres 
sous forme de doses comjMises entre 10^ et 10^^ pfu, et de preference lO^ a 10^0 

25 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une 
solution d'adenovirus, et est determine par infection d'une culture ceilulaire appropriee, 
et mesure, genaralement aprds 15 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les 
techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 
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Selon le gene therapeutique, les vims ainsi produits peuvent etre utilises pour 
le uraitement ou la prevention de nombreuses pathologies, incluant les maladies 
genetiques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies neurodegeneratives 
(Alzheimer. Parkinson, ALS» etc), les cancers, les pathologies liees aux desordres de la 
5 coagulation ou aux dysHpoproteinemies, les pathologies liees aux infections virales 
(hepatites, SID A, etc), etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples qui 
suivent. qui doivent etre consideres comme illustratifs et non Hmitatifs. 

Legende des figures 

10 Fi gure 1 : Etude de la stabilite de Tadenovirus purifie selon lexemple 4. 

Fi gure 2 : Analyse en HPLC (phase inverse) de Tadenovirus purifie selon 
Texemple 4. Comparaison avec Tadenovirus de rexemple 3. 

Figure 3 : Cinetique de liberation de Tadenovirus Ad-^Gal dans le sumageant 
de cellules 293, mesuree par PGR semi-quantitative et Plaque Assay. 
15 Fi gure 4 : Profi! d'elution sur Source Q15 d'un sumageant d'adenovirus 

ultraf iltre (exemple 5. 1). 

Fi gure 5 : Analyse en CLHP Ressoiu-ce Q du pic de virus recolte par 
chromatographie sur resine Source Q15 d'un snamageant d'adenovirus ultrafiltre 
(exemple 5.1). 

20 Fi gure 6 : (A) Profil d'eiution sur resine Source Q15 d'un sumageant 

d*adenovirus Ad-APOAl ultrafiltre (exemple 5.3); et (B) Analyse en CLHP 
(Resource Q) du pic de virus recolte. 

Fi gure 7 : (A) Profil d*elution sur Source Q15 d'lm sumageant d'adenovirus 
Ad-TK ultrafiltre (exemple 5.3). Analyse en CLHP (Resource Q) des differentes 

25 fractions (debut et fin de pic) de virus recoltees : (B) Fraction F2, milieu du pic; (C) 
Fraction F3, borne du pic; (D) Fraction F4, fin du pic. 

Figure 8 : Profil d'elution sur resine Mono Q d'un sumageant concentre de 
culture de cellules productrices d' adenovirus (exemple 5.4), BG25F1: Virus 
sumageant concentre et purifie sur cesium, BG25C : Sumageant infecte, concentre. 
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Figure 9 : Profil d'elution sur gel POROS HQ d*un sumageant concentre de 
culture de cellules productrices d'adenovirus (exemple 5.4) BG25F1 : Virus 
sumageant concentre et purifie sur cesium. BG25C ; Sumageant infecte, concentre. 

Figure 10 A et B : Profil de purification par permeation de gel sur Sephacryl 
5 SIOOOHR/Superdex 200HR d'un sumageant d'adenovirus ultrafiltre (exemple 6) 

Figure 1 1 : Analyse en microscopic electronique d'un stock d'adenovirus purifie 
selon Tinvention. 

Figure 12 : Analyse en microscopic electronique de la bande de vims de densite 

1.27. 

10 Techniques gcncralcs de biologie malcculairc 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d*ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlomre de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de ft*agments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 

15 phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d*ADN en milieu salin par de 
I'ethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans EschericKia coli. etc . . sont bien 
connues de rhomme de metier et sont abondamment decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N Y , 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 

20 Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322/pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories) Pour les ligatures, les 
fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille par electrophorese en gels 
d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un melange phenol/chloroforme, 
25 precipites a Tethanol puis incubes en presence de I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) 
selon les recommandations du fournisseur. Le remplissage des extremites 5* 
proeminentes peut etre efFectue par le fi*agment de Klenow de TADN Polymerase I 
d*E colt (Biolabs) selon les specifications du foumisseur La destmction des 
extremites 3' proeminentes est efFectuee en presence de I'ADN Polymerase du phage 
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T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du fabricant. La destruction des 
extremites 5* proeminentes est effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al [Nucleic Acids Res. 
5 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amorsham. ^amplification 
enzymatique de fragments rfADN par la technique dite de PCR [Poiymerase-catalyzed 
Chain Reaction, Saiki R.K, et al. Science 23fl (1985) 1350-1354; Mullis K B. et 
Faloona RA., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre effectuee en utilisant un 
"DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les specifications du fabricant La 
10 verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. (Proc, Natl Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Excmples 

Exemple 1 : Lignees cellulaires d'encapsidation 

15 Les cellules d'encapsidation utilisees dans le cadre de Tinvention peuvent 

provenir de toute lignee cellulaire infectable par un adenovirus, compatible avec une 
utilisation a des fins therapeutiques. II s'agit plus preferentiellement rfune cellule 
choisie parmi les lignees suivantes : 

- Les cellules de la lignee 293 : 

20 La lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires de rein humairies 

contenant rextremite gauche (environ 11-12%) du genome de Tadenovirus serotype 5 
(Ad5), comprenant ITTR gauche, la region tfencapsidation, la region El, incluant Ela, 
Elb. la region codant pour la proteine pIX et une partie de la region codant pour la 
protfeine pIVa2 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette lignee est capable 

25 de trans-complementer des adenovirus recombinants defectifs pour la region El , c*est- 
a-dire depourvus de tout ou partie de la region El, et de produire des stocks viraux 
ayant des titres eleves 



wo !>a/00524 



PCT/FR97/0il07 



26 

- Les cellules de la lignee A549 

Des cellules complementant la region El de Tadenovirus ont ele construites a 
partir des cellules A549 (Imler et aL, Gene Ther. (1996) 75). Ces celliiles contiennent 
un fragment restreint de la region El, depourvue de TITR gauche, placee sous le 
5 controle d*un promoteur inductible. 

- Les cellules de la lignee HER 

Le cellules emtryonnaires de la retine humaine (HER) peuvent etre iirfectees 
par un adenovirus {Byrd et aK, Oncogene 2 (1988) 477). Des cellules rfencapsidation 
d'adenovirus preparees a partir de ces cellules ont ete decrites par exemple dans la 
10 demande W094/28152 ou dans I'article de Fallaux et al. (Hum.Gene Ther. (1996) 
215). On peut citer plus particulierennent la lignee 911 comprenant la region El du 
genome de radenovirus Ad5. du nucleotide 79 au nucleotide 5789 integree dans le 
genome de cellules HER. Cette lign6e de cellules permet la production de virus 
defectifs pour la region EL 

15 - Les cellules IGRP2 

Les cellules IGRP2 sont des cellules obtenues a partir de cellules 293, par 
integration tfune unite fonctionnelle de la region E4 sous controle d'un promoteur 
inductible. Ces cellules permettent la production de virus defectifs pour les regions El 
et E4 (Yeh et al., J. Virol (1996) 70). 

20 -Les cellules VK 

Les cellules VK (VK2-20 et VKlO-9) sont des cellules obtenues a partir de 
cellules 293, par integration de I'integralite de la region E4 sous controle d*un 
promoteur inductible, et de la region codant pour la proteine pIX. Ces celhiles 
permettent la production de virus defectifs pour les regions El et E4 (Krougliak et aL, 

25 Hum. Gene Ther. 6 (1995) 1575). 

- Les cellules 293E4 

Les cellules 293E4 sont des cellules obtenues a partir de cellules 293, par 
inte^ticm de Tintegraltte de la regictfi E4. Ces cellules permettent la production de 



wo 98/00524 



PCT/FR97/01107 



27 

virus defectifs pour les regions El et E4 {WO95/02697; Cancer Gene Then (1995) 
322). 

Exemple 2 : Virus utilises 

5 Les virus produits dans le cadre des exemples qui suivent sont un adenovirus 

contenant le gene marqueur LacZ de E.coli (Ad-|5Gal)» un adenovirus contenant le 
gene codam pour la thymidine kinase du virus de I'herpes type I (Ad-TK), un 
adenovirus contenant le gene codant pour la proteine suppresseur de tumeur p53 
humaine et un virus codant pour Tapolipoproteine Al (Ad-apoAI). Ces virus sont 
10 derives du serotype Ad5 et possedent la structure suivante : 

- tine deletion dans la region El recouvrant par exemple les nucleotides 382 
(site Hinfl) a 3446 (site Sau3a). 

- Une cassette d'expression du gene, sous controle du promoteur RSV ou 
CM V, inseree au niveau de ladite deletion. 

15 - Une deletion de la region E3. 

La construction de ces virus a ete decrite dans la litterature (WO94/25073, 
WO95/14102, FR 95.01632, Stratford-Perricaudet et al. J. Clin. Invest (1992) p626). 
II est entendu que toute autre construction peut etre produite selon le procede de 
rinvention» et notamment des virus portant d'autres genes heterologues et/ou d*autres 
20 deletions (E1/E4 ou E1/E2 par exemple). 

Exemple 3 : Production de virus par Ivse des cellules 

Cet exemple reproduit la technique anterieure de production de virus, 
ccmsistant a lyser les cellules d'encapsidation pour recuperer les virus produits. 

Les cellules 293 sont infectees a 80-90% de confluence en boite de culture 
25 avec un prestock de virus Ad-pGal ou Ad-TK (exemple 2) a raison de 3 a 5 virus par 
cellule (Multiplicity of Infection MOI = 3 a 5). L'incubation dure de 40 a 72 heures, le 
timing de recolte etam juge par Tobservation au microscope des cellule qui 
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s'arrondissent, deviennent plus refringentes et adherent de plus en plus faiWement au 
support de culture. Dans la iitterature la cinetique du cycle viral dure de 24 a 36 
heures. 

Au niveau rfune production de labo il est important de recolter les cellules 
5 avant qu'elles ne se detachent afin d'eliminer le milieu ^infection au moment de la 
recolte sans perdre de cellules puis de les reprendre dans un volume minimum (le 
facteur de concentration est selon la taille de la culture de Tordre de 10 a 100 fois). 

Le virus est alors libere du noyau par 3 a 6 cycles de decongelation successifs 
tethanol carboglace i -70X, bain-marie a 37*^0 
10 Le lysat cellulaire obtenu est ensuite centrifuge a basse vitesse (2000 a 4000 

rpm) et le sumageant (lysat cellulaire clarifie) est ensuite purifie par ultracentrifugation 
en gradient de chlorure de cesium en deux etapes: 

- Une premiere ultracentrifugation (step) rapide de 1,5 heure 35000 rpm rotor 
sw 41 , sur deux couches de cesium 1.25 et 1.40 encadrant la densite du virus (1 ,34) de 

15 facon a separer le virus des proteines du milieu; les rotors peuvent etre des rotors 
'swinging' (Sw28,Sw41Beckman ) ou angle fixe (Ti 45. Ti 70,Ti 70.1 Beckman) selon 
les volumes a traiter; 

- Une deuxieme ultracentrifugation en gradient plus longue (de 10 a 40 heures 
selon le rotor utilise), par exemple 18 hetires a 35000 rpm en rotor sw 41 qui constitue 

20 la veritable et unique purification du virus. Le virus se retrouve dans un gradient 

lineaire a Tequilibre a une densite de 1 .34. 

Gaiaralement. a cette etape. la bande du virus est majoritaire. On observe 

neanmoins parfois deux bandes moins denses, fines dont Tobservation en microscope 

electronique a montre qu'il s'agissait de virus vides ou casses et pour la bande la moins 
25 dense de sous unites virales (pentons. hexons). Apres cette etapes le virus est recolte 

dans le tube par ponction a Taiguille et le cesium est elimine par dial)^ ou dessalage 

sur G25. 



Exemple 4 ; Production de virus dans le sumageant 
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Cet exemple decrit une experience de production de virus par recuperation 
apres liberation spontannee. Le virus est ensuite recoite par ultrafiltration, puis purifie 
par chlorure de cesium. 

4.1, Protocole 

5 Dans cette methode, contrairement a I'exemple 3, les cellules ne sont pas 

recolt^es 40 a 72 heures post-infection, mais lincubation est prolongee entre 8 a 12 
jours de fagon a obtenir tine lyse totale des cellules sans avoir besoin de proceder aux 
cycles de congelations decongelations. Le virus se retrouve dans le sumageant. 
Le sumageant est alors clarifie par filtration sur des filtres profondeur de 
10 porosite decroissante(10]inVL0>uTv^0.8- 

Le virus a une taille de 0.1 nm et a cette etape nous n'avons observe aucune 
perte de virus par retention sur le filtre a la plus faible porosite( 0.22 \iit\) 

Le sumageant une fois clarifie est ensuite concentre par ultrafiltration 
tangentielle sur membrane spirale Millipore ayant un seuil de coupure de 300 kDa. 
15 Dans les experiences rapportees dans la presente invention, le facteur de 

concentration est dicte par le volume mort du systeme qui est de 100 ml. Des volumes 
de sumageant de 4 a 20 litres ont ete concentres avec ce systeme, permettant d 'obtenir 
des volumes de concentrat de 1 00 ml a 200 ml sans dif f icultes, ce qui correspond a un 
f acteiur de concentration de 20 a 1 00 fois. 
20 Le concentrat est ensuite filtre sur 0.22 \xm puis purifie par centrifugation sur 

chlorure de cesium comme decrit dans I'exemple 3. suivi d'une etape de dialyse. 

4.2. Resultats 
Purete 

Alors que le tube de virus tntracellulaire (exemple 3) jxesente un aspect trouble 
25 avec un coagulum Oipides, proteines) venant parfois toucher la bande de virus, la 
preparation virale obtenue apres la premiere etape de centrifugation sur chlorure de 
cesium par le procede de Tinvention presente une bande de virus deja bien isolee des 
contaminants du milieu qui persistent dans la phase superieure. L'analyse en 
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chromatographie liquide haute performance sur colonne Resource Q (cf exemple 5) 
montre aussi ce gain en purete du materiel de depart obtenu par ultrafiltration de 
sumageant infecte avec une diminution des contaminants acides nucleiques (ratio DO 
260/280 superieur ou egal a 1,8) et proteiques {ratio DO 260/280 inferieur a 1). 

5 Stabilite du virus dans un sumageant a 37X : 

La stabilite du vims a ete determinee par titration par la methode de 
plaque assay d'un sumageant de culture infectieux dont des aliquots ont ete prelevees 
a differents temps d'incubation a 37^C post -infection. Les resultats sont presentes ci- 
dessous: 

10 Virus Ad-TK: 

. titre 10 jours post-infection= 3.5 x 10 pfu/ml 

. titre 20 jours post-infection- 3.3 x 1 0® pfu/ml 

Virus Ad-(iGal 

. titre 8jourspost'infection= 5.8x10 pfu/ml 

15 . titre 9 jours post-infection= 3.6 x 10 pfu/ml 

. titrelO jours post-infection=: 3.5 x 10 pfu/ml 

. titre 1 3 jours post-infection= 4. 1 x 1 0® pfu/ml 

. titre 16 jours post-infection= 5,5 x lO^pfi^ml 

Les resultats obtenus montrent que, jusqu'a au moins 20 jours post- infection, le 
20 titre du sumageant est stable dans la limite de prfecision du dosage. Par ailleurs, la 
Figure 1 montre que, dans le tampon d'elution, le virus est stable au moins 8 mois, a - 
80 C comme a -20 C. 



Infectivite s pecifique des preparations 
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Ce parametre, correspondant au ratio du nombre de particules virales mesure 
par HPLC sur le nombre de pfu, rend compte du pouvoir infectieux des preparations 
virales. Selon les recommandaticHis de la FDA» il doit etre inferieur a 100. Ce 
j^rametre a ete mesure comme suit : Deux series de flacons de culture contenant des 
5 cellules 293 ont ete infectees en parallele au meme moment avec le meme prestock 
viral dans les memes conditioas. Cette e:iqperience a ete realisee pour im adenovirus 
recombinant Ad-bgal, puis repetee pour un adenovirus Ad-TK. Pour chaque 
adenovirus, une serie de flacons est recoltee 48 heures post-infection et est consideree 
comme une production de virus intracellulaire purifie sur gradient de cesium apres 

10 ccaigelation decongelation. L' autre serie est incubee 10 jours post-infection et le virus 
est recolte dans le sumageant. Les preparations purifiees obtenues sont titrees par 
plaque assay et la quantification du nombre de particules virales totales est determinee 
par la mesure de la concentration en proteine PVII par CLHP de phase inverse sur une 
colonne C4 Vydac 4.6x50 mm apres denaturation des echantillons en guanidine 6.4M. 

15 La quantite de proteines PVII est correlee au nombre de particules virales considerant 
720 copies de PVII par virus (Horwitz» Virology ^c«d edition (1990)). Cette 
methode est correlee avec les mesures de particules virales sur preparations purifiees 
par la methode densitometrique a 260 nm prenant pour coeffident d'extinction 
specifique 1.0 unite d'absorbance = LI 10^^ particules par ml 

20 Les resultats obtenus montrent que, pour le virus Ad-pGal» ce ratio est de 16 

pour le virus sumageant et de 45 pour le virus intracellulaire. Pour le virus Ad-TK, le 
ratio est de 78 dans le cas de la recolte de virus dans la methode sumageant et de 80 
pour le vims recolte par la methode intracellulaire. 

Analyse en microscopie electronique : 

25 Cette methode permet de deceler la presence de particules vides ou sous unites 

virales lihres copurifiees* ainsi que d'apprecier une contamination proteique des 
preparations virales purifiees ou la presence d*aggregats non dissociables de particules 
virales. 
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Protocole: 20 yi d'echantillon sont deposes sur tme grille carbonee puis traites 
pour robservation en coloration negative par Tacetate dVanyl a 1,5%. Pour 
Tobservation, on utilise un nnicroscope electronique Jeol 1010 de 50kV a 100 kV. 

Resultat: L'analyse effectuee sur un virus recolte dans le sumageant montre 
5 une peparation propre, sans ccmtaminants. sans aggregats et sans particules virales 
vides. II est de plus possible de distinguer les fibres du virus ainsi que sa structure 
geometrique reguli&^. Ces resultats confirment la grande qualite des particules virales 
obtenues selon Tinvention. 

Analyse du profil proteique en HPLC et SDS PACf E : 
10 Analyse en SDS PAGE: 

20^1 d'fechantillon est dilue dans le tampon de Laemmli (Nature 227 (1970) 
680-685), reduit 5 min a 95°c, puis charge sur des gels Novex 1 mm x 10 puits 
gradient 4-20%. Apres migration, les gels sont colores au bleu de coomassie et 
analyses sur sur Image Master VDS Pharmacia. L'analyse revele un pixrfil 
15 electrophoretique pour le virus recolte dans le sumageant en accord avec les donnees 
de la Htterature (Lennart Philipson, 1984 H.S Ginsberg editors. Plenum press. 310- 
338). 

Analyse en HPLC reverse phase: 

La figure 2 mcmtre la superposition de 3 chromatogrammes obtenus a partir de 
20 deux echantillons de vims recoltes en intracellulaire et un echantillon de virus purifie 
par la methode sumageant. Les conditions experimentales sont les suivantes : colonne 
Vydac ref 254 Tp 5405, RPC4 4,6x50 mm, Solvant\A : H20 +TFA0.07%; Solvant B : 
CH3CN+TFA 0.07%, gradient lineaire : T=Omin %B=25; T=60min %B=50%; D6bit 
=lml/min, detecteur =215 nm. Les chromatogrammes montrent une parfaite identite 
25 entre les echantillons, sans difference dans les intensites relative de chaque pic. La 
nature de chaque pic a 6t6 determinee par sequencage et met en evidence que les 
proteinespresentes sont toutes d*origine virale (Voir Tableau ci-dessous). 
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PIC (Min) 


IDENTIFICATION 


19-20 


Prectirseur PVII 


21-22 


Precurseur PVII; Prectirseur PX 1 a 12 


27-28 


Precurseur PVI; Precurseur PX 


32-33 


Precurseur PX 


34 




35-36 


PVn mature 


37 


PVII mature; PVIII precurseur 


39-41 


PVI mature 


45 


pX 


46 


pIX 


Analyse in vitro de I'efficacite de transduction et de la cytotoxicite 



L*analyse de la cytotoxicite est effectuee en infectant des cellules HCTl 16 en 
plaques 24 puits pour des MOI croissantes et en determinant le pourcentage de 
cellules vivantes par rapport a un temoin non infecte , 2 et 5 jours post-infection, a 
5 raide de la technique de coloration au cristal violet. 
Les resultats sont presentes dans le tableau ci-dessous : 



Adenovirus 


MOl=3.0 


MOI=10.0 


MOI=30.0 


MOI=100.0 


Sumageant^2 


91% 


96% 


87% 


89% 


Sumageant^5 


97% 


90% 


10% 


<5% 



Analyse de Tefficacite de transduction 



Pour un adenovirus AD-^al, refficacite de transduction d'une preparation est 
detmninee en infectant des cellules W162. non permissives a la replication, cuhivees 
10 en plaques 24 puits; avec des concentrations croissantes de particules virales. Pour une 
meme quantite de particules virales deposees, on denomb^. 48 heures post-infection, 
les cellules exprimant Tactivite betagalactosidase apres incubation avec TX-gal comme 
substrat. Chaque celltile bleue est denombree comme une unite de transduction 
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(TDU)/ le resultat est multiplie par la dilution de rechantiUon afin d'obtenir la 
concentration en unite de transductions de rechantillon. L efficacite de transduction 
est ensuite exprimee en faisant le rapport de la concentration en particules virales sur 
la concentration en TDU. Les resultats obtenus montrent que les virus purifies 
5 presentent une bonne efficacite de transduction in vitro. 

Analyse de I'expression intracerebrale In vivo 

Dans le but d'evaluer Tefficacite des adenovirus selon Tinvention pour le 
transfert et rexjxession de genes in vivo, les adenovirus ont ete injectes par voie 
stereotaxique dans le striatum de souris immunocompetentes OFl. Pour cela, des 
10 volumes de l^il a 10'' pfu de virus ont ete injectfe aux repdres stereotaxiques suivants 
(pour la barre d*incisives a Omm) : Antero-posterieur: +0.5; Medio-lateral :2; 
Profondeur: -3.5. 

Les cerveaux ont ete analyses 7 jours apres rinjection. Les resultats obtenus 
montrent que Tefficacite de transduction est grahde : milliers de cellules transduites, 
15 expression tres intense dans le noyau et diffusion frequente et intense dans le 
cytoplasme, 

4.3, Cinetique de liberation du vims 

Cet exemple decrit une etude de la cinetique de liberation des adenovirus dans 
le sumageant de culttire des cellules d'encapsidation. 

20 Cette etude a ete realisee par PGR semi-quantitative au moyen 

d*oligonucleotides complementaires de regions du genome de Tadenovirus. A cet 
effet, TADN viral linearise (1-10 ng) a ete incube en presence de dXTP (2 ^il, 10mM)» 
d*un couple d'cdigonucleotides specifiques et de Taq Polymerase (Cetus) dans un 
tampon lOXPCR, et soumis a 30 cycles d'amplification sans les conditions suivantes : 

25 2 min a 91C, 30 cycles (1 min 91C, 2 min a temp^ture d' annealing, 3 min a 72C), 5 
min 72C, puis 4C. Des experiences de PGR ont ete realisees avec les couples 
d 'oligonucleotides de sequence : 
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- Couple 1 : 

TAATTACCTGGGCGGCGAGCACGAT (6368) - SEQ ID n° 1 
ACCTTGGATGGGACCGCTGGGAACA (6369) - SEQ ID 2 
-Couple 2 : 

5 TTTTTGATGCGTTTCTTACCTCTGG (6362)-SEQ IDn^3 

CAGACAGCGATGCGG AAGAGAGTGA (6363) - SEQ ID 4 
-Couple 3: 

TGTTCCCAGCGGTCCCATCCAAGGT (6364) - SEQ ID 5 

AAGGACAAGCAGCCG AAGTAGAAG A (6365) - SEQ ID n** 6 

10 -Couple 4: 

GG ATG ATATGGTTGGACGCTGG AAG (6366) - SEQ ID 7 

AGGGCGGATGCGACGACACTGACTT (6367) • SEQ ID n** 8 

La quantite d'adenovirus libere dans le sumageant a etc detenminee sur un 
sumageant de cellules 293 infectees par TAd-pGal, a differents temps post-infection. 
15 Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 3. lis montrent que la liberation 
cellulaire debute a partir du 5 ou 6eme jour post infection. 

II est entendu que toute autre technique de determination de virus peut etre 
utilisee dans le meme but, sur toute autre lignee d*encapsidaiion, et pour tout type 
d*adenovirus. 



20 



Exemple 5 ; Purification du virus par ultrafiltration et echange 
d'ions 
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Cet exemple illustre comment Tadenovirus contenu dans le concentrat peut 
etre purifie directement et en une seule etape chromatographique d'echange d'ions, 
avec des rendements tr^s eleves. 

5,1. Pro tocols 

5 Dans cette experience, le materiel de depart est done constitue du concentrat 

(ou retentat ^ultrafiltration) deait dans I'exemple 4. Ge retentat a une teneur en 
proteines totales comprise entre 5 et 50 mg/ml, et plus preferentiellement entre 10 et 
30 mg/mU dans du tampon PBS (10 mM phosphate, pH 7,2 contenant 150 mM 
NaCl). 

10 Le sumageant ^'ultrafiltration obtenu a partir d'une preparation de virus est 

injecte sur une colonne contenant du Source Q 15 (Pharmacia) equilibree dans du 
tampon Tris/HCI 50 mM pH 8,0 contenant 250 mM NaCI. 1.0 mM MgC12, et 10 % 
glycerol (tampon A). Apres ringage avec 10 volumes de colonne de tampon A, les 
especes adsorbees sont eluees avec tm gradient lineaire de NaCl (250 mM a 1 M) sur 

15 25 volumes de colonne a un debit lineaire de 60 a 300 cm/h, plus preferentiellement 
12 cm/h. Le profil d*elution typique obtenu a 260 nm est presente sur la figure 4. La 
fraction contenant les particules virales est collectee. Elle correspond a un pic fin, 
symetrique. dont le temps de retention coincide avec le lemps de retention obtenu 
• avec une preparation de particules virales purifiees par ultracentrifugation. U est 

20 possible d*injecter dans les conditions decrites ^i-dessus, au minimum 30 mg de 
proteines totales par ml de resine Source Q 15 tout en conservant une resolution 
excellente du pic de particules virales. 

Dans une experience representative effectuee a partir d*une preparation d*un 
adenovirus |5-gal (Exemple 2), 12,6 mg de proteines totales oni ete injectees sur une 
25 colonne Resource Q (1 ml), soit 5 x 10'^ FPU et 1,6 x 10*"* TDU, Le pic de particules 
virales coUecte apres chromatographie (3,2 ml; Fig. 5) contenait 173 ^ig de proteines 
et 3,2 X 10*** PFU et 2,3 x 10*** TDU. Les particules virales ont done ete purifiees 70 
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fois (en terme de quantite de proteines) et le rendement de la purification est de 64% 
en PFU et de 142 % en TDU (Voir Tableau ci-dessous). 



Etapes 


Concentration 
echantillon 


Volumes 
deposes 


Volumes 
recuperes 


Rendements 


Facteur de 
Purification 


SURNAGEANT 




5000 ml 


5000 ml 


100% 




ULTRA- 
nLTRATION 
300 kd 


Proteines:6.3 mg/ml 
PFU:2.5xlO'7ml 
TDU:8.1x lOVml 
Particle 3.8 xlO*VmI 

Part/pfu ratio: 16.0 
Part/tdu ratio:47.0 


5000 ml 


200 ml 


100% 


5 


PURIFICATION 

ECHANGE 

IONS 

(une etape) 


PFU:LOxlO'*AnI 

TDU:7,2xl0Vml 

Particle:20xlO"/mI 

Part/pfu ratio==20 
PartAdu ratio=27 


2.0 ml de 
concentrat 


3.0 ml 
elution 


Proteines=85% 
PFU=64% 
TDU=140% 
Particles=84% 

HPLC 

Purete=98.4% 


70 
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PFU:1.0xlO"/ml) 


28.3 ml de 


QSP 4.1 


PFU=66% 




GRADIENT 


TDU:7.5x 10'*AnI 


concentrat 


ml 


TDU=]30% 


70 


CsQ 


Particle:22xlO'Vml 






Particles=84% 






Part/pfu raiio=22 






HPLC 






par/idu ratio=29 






purete=98.4% 





Apres cene etape de purification, la fraction coUectee presente une purete > 
98% en particules virales (detection UV a 260 nmK lorsqu'elle est analysee par 

5 chromatographie liquide haute performance (CLHP) sur une colonne de Resouce Q 
(1 ml) dans un systeme chromatographique suivant: 10 jil de la fraction purifiee par 
chromatographie comme decrit a Texemple 5.1 sont injectes sur une colonne 
Resource Q15 (1ml de gel; Pharmacia) equilibree dans du tampon Tris/HCl 50 mM 
pH 8.0 (tampon B). Apres ringage avec 5 ml de tampon B, les especes adsorbees sont 

10 eliiees avec un gradient lineaire de 30 ml de NaCl (0 a 1 M) dans le tampon B a un 
dfebit de 1 ml/min. Les especes eluees sont detectees a 260 nm. Cette analyse par 
CLHP (Figure 5) monu*e de plus que Talbumine serique bovine residuelle presente 
dans le retentat d*ultraf iltration est totalement eliminee au cours de la 
chromatographie preparative. Sa teneur dans la fraction purifiee est esiimee etre < 0.1 

15 %, L' analyse en Western blot avec un anticorps polyclonal anti-BSA (avec revelation 
ECL; Amersham) indique que la teneur en BSA dans la preparation 
chromatographique est inferieure a 100 ng par mg de virus. 

Uanalyse en electrophorese de la fraction adenovirale purifiee par 
chromatographie est effectuee en gel de polyacrylaraide (4-20 %) en conditions 
20 denaturantes (SDS). Les bandes de pMfoteines sont ensiiite revelees au nitrate d*argent. 
Cette analyse montre que la {H^eparation adenovirale obtenue par chromatographie a 
un niveau de purete au moins egal a celui de la preparation ontenue classiquement par 
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ultracentrifugation puiqu*elle ne presente pas de bande de proteines supplementaire 
qui indxquerait une contamination de la preparation par des proteines non 
adenovirales. 

La preparation adenovirale obtenue par chromatographie presente un ratio 
5 d'absorbance >1 260 nm / 280 nm ^gal a 1,30 ± 0.05. Cette valeur, qui est identique a , 
celle obtenue pour les meilleures preparation obtenues par ultracentrifugation, 
indique que la preparation est dqxnirvue de proteines contaminantes ou d*acides 
nucleiques contaminants. 

L* analyse en microscopie electronique effectuee dans les conditions decrites 
10 dans Texemple 4.2 sur un virus Ad-|3gal purifie par chromatographie montre une 
preparation propre, sans contaminants, sans aggregats et sans particules virales vides 
(figure 11). De plus, Tultracentrifugatipn en gradient de chlorure de cesium de cette 
preparation revele une seule bande de densite 1.30, ce qui confirme Tabsence de 
contamination des preparations chromatographiques par d'eventuelles particules 
15 vides ou des fragments de capsides. Lors de la piuification, le pic chromatographique 
du virus est suivi d'un epaulement (ou pic secondaire) dans sa partie arriere, qui n'est 
pas collecte avec le pic principal. L'ultracentrifugation en gradient de chlorure de 
cesium de cette fraction revele une bande de densite L27» et Tanaiyse de la 
composition de cette fraction montre qu'elle ne contient pas d'acides nucleiques. 
20 Uanalyse en microscopie electronique montre que cette fraction contient des 
particules de forme inreguliere, presentant des perforaticms a la surface (figure 12). II 
s'agit done de particules vides (depourvues d'ADN) et incompletes, Ceci demontre ^ 
done que la purification de Tadenovirus par chromatographie elimine les particules 
vides presentes en faible quantity dans les jneparations avant purification. 

25 5.3. Purification d'adenovirus compo rtant un gene therapeutique tel Que les 

genes codant pour les p roteines ApoAl ou thimidine kinase, 

Cet exemple illustre comment des adenovirus comportant dans leurs genomes 
des sequences d'acides nucleiques h6terologues codant pour des proteines 



wo 98/00524 



PCT/FRy7y01107 



40 



therapeutiques peuvent etre purifies directement et en une seule etape 
chromatographqiue d*echange tfions, II montre aussi que le comportement 
chromatographique de I'adenovirus est independant des sequences d'acides nucleiques 
heterologues qu'il porte, ce qui penmet de mettre en oeuvre le meme |Mx>cede de 
5 purification pour differents adenovirus porteurs de sequences d*acides nucleiques 
heterologues diverses. 

Dans une experience typique de purification, un adenovirus comportant dans 
son genome ime sequence d'acides nucleiques heterologue codant pour la proteine 
ApoAl (Exemple 2, WO94/25073) est purifie en chromatographiant, dans le systeme 

10 decrit a Texemple 5.1, 18 ml (72 mg de proteines; 1,08 x 10'^ particules) de 
sumageant concentre d*une culture cellulaire recoltee 10 jours post-infection (Figure 
6A). Le pic de particules virales coHecte apres chromatographie (14 ml; 1,4 mg de 
proteines) contenait 9,98 x 10*^ particules, ce qui indique un rendement en particules 
de 92% et un facteur de purification de 51. Apres cette etape de purification, la 

15 fraction collecte presentait (Figure 6B) une purete superieure a 98% en particules 
virales lors de Tanalyse chromatographique dans les conditions decrites en 5.2. 
L'analyse par electrophorese de la fraction adenovirale purif iee par chromatographie 
effectuee dans les conditions decrites a Texemple 5.2. a montre que cette preparation 
avait un niveau de purete au moins egal a celui de la preparation obtenue 

20 classiquement par ultracentrifugation. et qu'elle est depouh^ue de proteines 
contaminantes ou d*acides nucleiques contaminants. 

Dans une autre experience typique de purification, un adenovirus comportant 
dans son genome ime sequence d'acides nucleiques heterologue codant pour la 
proteine thimidine kinase de herpes simplex de type 1 (Exemple 2. WO95/14102) est 
25 purifie en chromatographiant dans le systeme decrit a I'exemple 5.1 . 36 ml (180 mg 
de proteines; 4,69 x 10*^ particules) de sumageant concentre tfune culture cellulaire 
(Figitfe 7A). Le pic de particules virales collecte apres chromatographie (20 ml; 5,6 
mg de proteines) contenait 4,28 x 10" particules, ce qui indique un rendement en 
particules de 91% et un facteur de purification de 32. Apres cette etape de 
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purification, la fraction collectee presentait (Figures 7B-D) une pureie superieure a 
99% en parlicules virales lors de Tanalyse chromatographique dans les conditions 
decrites a I'exemple 5.2. et un ratio d*absorbance de 1,29. L'analyse en electrophorese 
de la fraction adenovirale purifiee par chromatographie effectuee dans les conditions 
5 decrites a Texemple 5.2. a montre que cette fw^eparation avait un niveau de purete au 
moins egal a celui de la preparation obtenue classiquement par ultracentrifugation, et 
qu'elle est depourvue de proteines contaminantes ou d'acides nucleiques 
contaminants. 

5,4. Purification d'^clCTpvtry:? jntrac^Hyl^ir^ pgr eghgngg d'^nipn fortt 

10 Cet exemple illustre comment un adenovirus comportant dans son genome 

ime sequence d*acide nucteique heterologue peut etre purifie directement en une 
seule etape chromatographique d'echange d*ions a partir d*un lysat de cellules 
d'encapsidation productrices dudit virus. 

Dans une experience typique de purification, un adenovirus comportant dans 
15 son genome une sequence d'acide nucleiques heterologue codant pour la proteine p- 
gal est purifie en chromatographiant dans le systeme decrit a Texemple 5.1 (colonne 
FineLine Pilot 35, Pharmacia, 100 ml de resine Source 15Q). 450 ml (soit 2.5 x 10^"* 
particules) de lysat concentre d*une culture cellulaire recoltee 3 jours post-infection 
par lyse chimique (1% Tween-20). Le pic de particules virales collecte apres 
20 chromatographie (110 ml) contenait 2.15 x 10^"^ particules, ce qui indique un 
rendement en particules de 86%. Apres cette etape de purification, la fraction 
collectee presentait une purete superieure a 98% en particules virales lors de analyse 
chromatographique dans les conditions decrites en 5.2. L'analyse par electrophorese 
de la fraction adenovirale purifiee par chromatographie effectuee dans les conditions 
25 decrites a Texemple 5.2 a montre que cette preparation avait un niveau de purete au 
moins egal a celui d'une preparation obtenue classiquement par ultracentrifugation, et * 
qu'elle est depourvue de proteines contaminantes ou d'acides nucleiques 
contaminants. 
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5.5 Ptirificatnn du virus par ultrafiltration et chromatogranhie d*^ha ngg 
H'ions sur differentes colonnes, 

Cet exemple illustre comment radenovirus contenu dans le concentrat peut 
etre purifie directement et en une seule etape chromatographique d'echange d'ions en 
5 utilisant im gel different du support Source 15 Q» tout en fonctionnant sur le meme 
principe de separation, Techange d'anions par interaction avec les groupements 
amines quatemaires de la matrice. 

Dans une experience typique de purification de Tadenovirus, differents 
adenovirus recombinants (codant pour la pGal, I'apolipoproteine AI et la TK) ont ete 

10 purifies par chromato^aphie sur une colonne de gel Source Q30 en suivant le 
protocole decrit a I'exemple 5.1 Les resultats obtenus montrent que le gel Source 
Q30 permet d'obtenir des preparation virales d*ime purete de Tordre de 85%. avec im 
rendement compris entre 70 et 100 %, Eh outre, les resultats obtenus montrent que 
Q30 possede, pour la purification d'adenovirus, une efficacite (exprimee par le 

15 nombre de plateux theoriques) de 1000 et une (quantite maximum de virus qui peut 
etre chromatographiee sans que les pics ne s*alterent) de 0.5 a 1 x lO'^pv par ml. Ces 
resultats montrent que le gel Source Q30 peut done convenir a la purification 
d'adenovirus recombinants, meme si ses proprietes demeurent inferieures a celles du 
Source Q15 (purete de Tordre de 99%, efficacite de Tordre de 8000 et capacite de 

20 i'ordre de 2,5 a 5 10*^ pv par ml). 

Dans une autre experience typique de purification de Tadenovirus, un 
adenovirus p-Gal est purifie par chromatographie sur une colonne de MonoQ HR 5/5 
en suivant le protocole decrit a Fexemple 5.1 . L'image chromatographique 
correspondant au retentat d'ultrafiltration et a la preparation virale purifiee ainsi 
25 obtenue est illustree sur la Figure 8. 

Dans une autre experience typique de purification de Tadenovirus, im 
adenovirus ^Gal est purifie par chromatographie sur une colonne Poros HQ/M en 
suivant le protocole decrit a I'exemple 5.1. Uimage chromatographique correspondant 
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au retentat d'ultraf iltration et a la preparation virale purifiee ainsi obtenue est illuslree 
sur la Figure 9. 

Exemple 6 : Purification du virus par ultrafiltration et permeat ion de gel 

Cet exemple illustre comment Tadenovirus contenu dans le concentrat 
5 (retentat d*ultrafiltration) peut Stre purifie directement par chromatographie de 
permeation de gel, avec des rendements tres eleves. 

6.1. Protocole 

200 nl du retentat d'ultraf iltration obtenu dans Texemple 4 (soit 13 mg de 
proteines) sont injectes sur une colonne HR 10/30 (Pharmacia) remplie de Sephacryl 

10 S-IOOOSF (Pharmacia) equilibree par exemple dans du tampon PBS, pH 7,2 
contenant 150 mM NaCl (tampon C). Les especes sont fractionnees et eluees avec le 
tampon G a un debit de 0»5 ml/min et detectees en sortie de la colonne en UV a 260 
nm. Altemativement, on peut utiliser dans les meme conditions de mise en oeuvre, 
une colonne remplie de Sephacryl S-2000, qui permet une resolution meilleure que la 

15 colonne Sephacryl S-IOOOHR pour des particules de 100 nm a 1000 nm. 

La resolution des deux systemes chromatographiques de permeation de gel 
decrit gi-dessus peut etre avantageusement amelioree en chromatographiant le 
sumageant d*ultraf iltration (200 |il) sur un systeme de 2 colonnes HR 10/30 
(Pharmacia) couplees en serie (colonne de Sephacryl S-IOOOHR ou S-2000 suivie 

20 d'une colonne de Superdex 200 HR) fequilibrees dans le tampon C. Les especes sont 
eluees avec le tampon C a un debit de 0,5 ml/min et detectees en U V a 260 nm. Dans 
ce systeme. le pic de particules virales est tres nettement mieux separe des especes de 
plus faible poids moleculaire que dans le systeme comportant une colonne Sephacryl 
S-1000 HR ou Sephacryl S-2000 seule. 

25 Dans une experience representative, un retentat tfultraf iltration (200 pi, 1.3mg 

de proteines) a ete chroniatographie sur un systeme de 2 colonnes Sephacryl S- 
lOOOHR-Superdex 200 HR 10/30 (Figure 10). Le pic chromatographique contenant 
les particules virales a ete collecte. Son temps de retention coincide avec le temps de 
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retention obtenu avec me preparation de particules viraJes purifiees par 
ultracentrifugation. Le pic de particules virales collecte aprds chromatographic (7 ml) 
contennait 28 jig de proteines et 3.5 lO' PFU. Son analyse par chromatographie 
analytiqtie d'echange tfions dans les conditions decrites a Texemple 5.2. montre la 
5 presence d*un pic contaminant plus fortement retenu sur la colonne d'analyse, dont la 
surface representre environ 25% de la surface du pic viraL Son ratio d'absorbance 
260nm/280nm qui a une valeur de 1,86 indique que ce pic contaminant correspond a 
des acides nucleiques. Les particules virales ont done ete purifiees environ 50 fois (en 
terme de quantite de proteines) et le rendement de la purification est de 85% en PFU. 

10 Altemativement, il est possible de chromatographier les preparations de 

particules virales (ultrafiltrats ou fractions en sortie de chromatographie d*echange 
d'anions) sur une colonne TSK G6000 PW (7,5 x 300 mm; TosoHaas) equilibree 
dans le tampon C. Les espdces sont eluees avec le tampon C a un debit de 0,5 ml/min 
et detectees en UV a 260 nm. De meme il peut etre avantageux d'augmenter la 

15 resolution dti^steme chromatographique, en particulier d*augmenter la separation du 
pic de particules virales des especes de plus faible poids moleculaire, en 
chromatographiant le sumageant d'ultrafiltration (50 a 206 ^il) sur un systeme de 2 
colonnes couplees en serie [colonne de TSK G6000 PW (7,5 x 300 mm) suivie d*une 
colonne de Superdex 200 HR] equilibrees dans le tampon C. Les especes sont eluees 

20 avec le tampon C a un debit de 0,5 ml/min et detectees en U V a 260 nm. 

Exemple 7 ; Purificatipn du virtB par Ultrafiltration. Echange 
d*ions et Permeation de Gd 

La fraction de particules virales issue de la chromatographie d'echange 
d*anions (exemple 5) peul etre avantageusement chromatographiee dans Tun des 
25 systemes chromatographiques par permeation de gel decrit 9i-dessus^ par exemple 
dans le but d'ameliorer encore le niveau de purete des particules virales, mais aussi 
principalement dans le but de conditionner les particules virales dans im milieu 
compatible ou adapte aux utilisations ulterieures de la preparation virale 
(injection,...,). 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES; 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Rhone Poulenc Rorer SA 

(B) RUE: 20, avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 920165 



15 



40 



50 



60 



(ii> TITRE DE L' INVENTION: PROCEDE DE PRODUCTION D*ADENOVIRUS 
RECOMBINANTS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release ^^1.0, Version if) .30 (OEB) 

25 (2 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2S paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TAATTACCTG GGCGGCGAGC ACGAT 25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACCTTGGATG GGACCGCTGG GAACA 25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

55 ( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TTTTTGATCC GTTTCTTACC TCTGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 
10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NONBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

15 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
CAGACAGCGA TGCGGAAGAG AGTGA 



20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

25 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 

TGTTCCCAGC GGTCCCATCC AAGGT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

35 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
40 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: 7U)N 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



AAGGACAAGC AGCCGAAGTA GAAGA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS; simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



wo 98/00524 



PCT/Fim/01107 



47 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



GG ATGATATG GTTGGACGCT GGAAG 25 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUHJR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8; 



AGGGCGGATG CGACGACACT GACTT 



25 
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REVENDICATIONS 

L Precede de production d'adenovirus recombinants caracterise en ce que 
TADN viral est introduit dans une culture de cellules d'encapsidation et les virus 
produits sont recoltes apres liberation dans le sumageant. 

5 2- Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la lecolte est realisee 

lorsque 50% au moins des virus ont ete liberes dans le sumageant. 

3. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la recolte est realisee 
lorsque 70% au moins des vims ont ete liberes dans le sumageant. 

4. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la recolte est realisee 
1 0 lorsque 90% au moins des virus ont ete liberes dans le sumageant. 

5. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont recoltes 
par ultrafiltration. 

6. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que rultrafiltration est une 
ultrafiltration tangentielle. 

15 7. Procede selon la revendication 5 ou 6 caracterise en ce que Tultrafiltration 

est realisee sur une membrane ayant un seuil de coupure inferieur a 1000 kDa. 

8. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont recoltes 
par chromatographie d'echange d'anions. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que la chromatographie 
20 d'echange d*anions est une chromatographie d'echange d'anions forts. 

10. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce que la chromatographie 
d'echange d'anions forts est realisee sur un support choisi parmi les resines Source Q. 
Mono Q, Q Sepharose, Poros HQ et Poros QE. les resines de type Fractogel TM AE et 
Toyopearl Super Q. 
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11- Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont 
recoltes par chromatographie de permeation de gel, 

12. Precede selon la revendication 11 caracterise en ce que la chromatographie 
de permeation de gel est realisee sur un support choisi parmi les gels Sephacryl S-500 

5 HR, Sephacryl S-1000 SF. Sephacryl S-1000 HR. Sephacryl S-2000. Superdex 200 
HR. Sepharose 2B, 4B ou 6B et TSK G6000 PW. 

13. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont 
recoltes par ul traf i Itration sui vie d *une chromatographie d ' echange d ' anions. 

14. Procede selon la revendication 13 caracterise en ce que les virus sont 
0 recoltes par ultrafiltration suivie d'une chromatographie d 'echange d'anions puis d*une 

chromatographie de permeation de gel. 

15. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que la 
cellule d*encapsidation est ime cellule trans-complementant la fonction El de 
r adenovirus. 

5 16. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que la cellule 

d'encapsidation est une cellule trans-complementant les fonctions El et E4 de 
Tadenovirus. 

17. Proced6 selon la revendication 15 caracterise en ce que la cellule 
d'encapsidation est une cellule trans-complementant les fonctions El et E2a de 

) radenovirus. 

18. Procede selon Tune des revendications 15 a 17 caracterise en ce que la 
cellule est ime cellule embryonnaire de rein humaine, un retinoblaste humain ou une 
cellule d'tm carcinome humain. 

19. Procede de purification d*adenovirus recombinants a partir d'tm milieu 
> biologique caracterise en ce qu*il comprend une etape de purification par 

chromatographie d*echange d'anions fort 
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20. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que le milieu biologique 
est un sumageant de cellules d'encapsidation productrices dudit virus. 

21. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que le milieu biologique 
est un lysat de cellules d 'encapsidation {^uctrices dudit virus. 

5 22. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que le milieu biologique 

est une solution prepurifiee dudit virus. 

23. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que la chromatographie 
est effectuee sur un support fonctionnalise avec une amine quatemaire. 

24. Procede selon la revendication 23 caracterise en ce que le support est 
10 choisi parmi Tagarose^ le dextran, Tacrylamide. la silice, le poly[styrene- 

divinylbenzene], le copolymere ethylene glycol-methacrylate, seul ou en melange, 

25. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce que la chromatographie 
est effectuee sur une resine Source Q, Mono Q, Q Sepharose, Pores HQ. Poros QE. 
Fractogel TM AE, ou Toyopearl Super Q. 

15 26. Procede selon la revendication 25 caracterise en ce que la chromatographie 

est effectuee sur une resine Source Q, de preference Source Q15. 

27. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce qu il comprend une 
etape prealable d* ultrafiltration. 

28. Procede selon la revendication 27 caracterise en ce que Fultrafiltration est 
20 une xiltrafiltration tangentielle sur membrane ayant un seuil de coupure compris entre 

300 et 500 kDa. 

29. Preparation virale purifiee obtenue selon le ptx;ede de la revendication 1 

oul9. 

30. Composition pharmaceutique comprenant une preparation virale selon la 
25 revCTdication 29 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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31. Utilisation de iodixanol,5,5'-[{2-hydroxy-l-3propanediyl)-bis 
(acetylamino)}bis[N,N^bis(23dihydroxypropyl-2,4,6-triodo-13-ben^^ mi 
de] pour la purification d'adenovims. 

32. Procede de purification d'adenovirus a partir d'un milieu biologique 
5 comprenant une jremiere etape d'ultracentrifugation, une deuxieme etape de dilution 

ou dialyse, et une troisieme etape de chromatographie d 'echange d * anions. 
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